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Platelets play important roles in 
thrombus formation. They adhere to the 
damaged vascular wall, form a platelet 
plug, and stimulate the coagulation 
process. It is considered that two types 
of platelets are formed in a growing 
thrombus: aggregating and procoagulant 
platelets. Chapter 1 describes that these 
two platelet populations are 
discriminated by the rise in intracellular 
Ca2+ concentration. While a transient rise 
in intracellular calcium is sufficient for 
platelet integrin αIIbβ3 activation and 
secretion – two processes that are 
implicated in platelet aggregation –, a 
high, sustained rise in Ca2+ is required for 
the exposure of phosphatidyl serine (PS), 
which enables platelet to become 
procoagulant. Prolonged high 
intracellular Ca2+ concentrations activate 
the scrambling of membrane 
phospholipids, and as a consequence 
surface exposure of PS. This provides a 
surface for coagulation factor binding 
and ensuing thrombin generation. The 
underlying mechanisms and 
consequences of procoagulant platelet 
formation are investigated in this thesis. 
In chapter 2, background information is 
given on the multifaceted process of 
arterial thrombus formation and vascular 
occlusion. In this overview, we describe 
how the classical concept of arterial 
thrombus formation and vascular 
occlusion, driven by platelet activation 
and fibrin formation, can be extended 
and fine-tuned. Key processes controlling 
the stability of a thrombus are: (i) initial 
platelet integrin activation controlling 
platelet aggregation, which can be 
reversible and result in shedding of 
platelet emboli; (ii) contact-dependent 
signaling, stabilizing the platelet 
aggregates; and (iii) thrombin and fibrin 
generation in plasma via the intrinsic and 
extrinsic coagulation pathways. The 
latter provide the thrombus with a fibrin 
network, but still allow shedding of 
platelet-fibrin emboli (microclots). A list 
of over 40 published studies with 
genetically modified mice points to key 
roles of platelet as well as plasma 
proteins in the control of thrombus 
stability after vascular injury. 
Elaborating on the capability of 
procoagulant platelets in a thrombus to 
interact with (anti)coagulation factors 
and support blood coagulation, chapter 
3 provides an overview of the different 
ways how platelets act in a model of cell-
based control of coagulation. Platelets 
with elevated Ca2+ and exposed PS 
stimulate thrombin and fibrin generation, 
whilst platelets with activated αIIbβ3 
rather regulate clot retraction. Only few 
physiological agonists, particularly those 
stimulating the collagen receptor, 
glycoprotein VI (GPVI), are capable of 
inducing PS exposure by themselves. On 
the other hand, a larger number of 
agonists, including von Willebrand factor, 




and thrombospondin, appears to 
enhance the process of (GPVI-mediated) 
PS exposure, by stimulating their 
respective receptors. In most cases the 
co-agonists act by increasing the Ca2+ 
signal towards a prolonged high Ca2+ rise. 
Mechanisms for Ca2+ elevation that 
contribute to PS exposure include: Ca2+ 
mobilization from the endoplasmic 
reticulum via inositol trisphosphate 
receptors; store-operated Ca2+ entry via 
STIM1 and Orai1 channels; and release of 
mitochondrial Ca2+ via mitochondrial 
permeability transition pore formation. 
Chapter 4 aims to reveal how PS-
exposing platelets disconnect from a 
thrombus by inactivation of their 
integrins. It was demonstrated that 
integrin αIIbβ3 inactivation in 
procoagulant platelets relies on a 
sustained high intracellular Ca2+, 
stimulating intracellular cleavage of the 
integrin β3 chain as well as talin, and Src 
kinase. Inhibition of calpain activity 
completely abolished protein cleavage, 
but only partly suppressed αIIbβ3 
inactivation. Since the inactivation of 
αIIbβ3 was unchanged in platelets from 
mice deficient in calpain-1, we proposed 
a role of the calpain-2 isoform, with is 
known to become active at relatively 
high Ca2+ levels. Scott syndrome platelets 
displayed reduced αIIbβ3 inactivation with 
the remaining integrin activity fully 
dependent on calpain. In platelets from 
Ppif-deficient mice, lacking mitochondrial 
permeability transition pore formation, 
we found that agonist-induced PS 
exposure and αIIbβ3 inactivation were 
reduced. Treatment of human platelets 
with cyclosporin A (targeting the same 
process) gave a similar phenotype. 
Together, these data point to a dual 
mechanism of αIIbβ3 inactivation via 
calpain(-2) cleavage of integrin-
associated proteins and via anoctamin-6-
dependent phospholipid scrambling with 
an assistant role of mitochondrial pore 
formation. 
Coated platelets, formed by collagen and 
thrombin activation, have been 
characterized in different ways, such as 
by the formation of a protein coat of α-
granular proteins, by exposure of 
procoagulant PS or by fibrinogen binding. 
Moreover, their functional role has 
remained unclear. In chapter 5, we used 
a novel transglutaminase probe, Rhod-
A14, to identify subpopulations of 
platelets with a cross-linked protein coat, 
and compared these with other platelet 
activation characteristics, using a panel 
of platelet function assays. Platelet 
stimulation with convulxin/thrombin 
resulted in initial integrin αIIbβ3 activation, 
the appearance of a platelet population 
with high fibrinogen binding − 
independently of active integrins, but 
dependent on the presence of thrombin 
−, followed by PS exposure and binding 
of factors Va and Xa. Specifically, the 
transglutaminase-active platelets, 
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detected with Rhod-A14, formed as a 
subpopulation of the PS-exposing 
platelets. This staining pattern was 
confirmed in tissue-factor triggered 
platelet-rich plasma. Markedly, the high 
fibrin(ogen) and Rhod-A14 binding were 
antagonized by combined inhibition of 
transglutaminase activity and integrin 
αIIbβ3. In thrombi formed on collagen, 
Rhod-A14 again bound to a 
subpopulation of PS-exposing platelets 
via transglutaminase activity and later, 
under coagulant conditions, to fibrin 
fibers. Markedly, in thrombi from mice 
deficient in factor XIII, but not in wild-
type thrombi, platelet-driven fibrin 
formation and Rhod-A14 binding were 
abolished by αIIbβ3 blockage. Together, 
this made us conclude that 
transglutaminase-active coated platelets, 
with initial αIIbβ3 activation and high 
fibrinogen binding, function in platelet-
dependent fibrin fiber formation via 
factor XIII and αIIbβ3. 
Scott syndrome, a bleeding disorder 
caused by defective phospholipid 
scrambling and PS exposure, has been 
associated with mutations in the gene 
for anoctamin-6 (ANO6, previously 
indicated as TMEM16F). In chapter 6, the 
processes of apoptosis- and agonist-
induced PS exposure are studied in 
platelets from a Scott patient, lacking 
anoctamin-6. Apoptosis-dependent PS 
exposure was studied with the BH3-
mimetic ABT-737. In control platelets, 
ABT-737 gave two distinct fractions with 
moderate and high PS exposure. 
Markedly, the high PS-exposing fraction 
was substantially reduced in Scott 
platelets. From these and other 
observations, we concluded that, 
although anoctamin-6 is not critically 
involved in PS exposure upon apoptosis, 
it does increase PS exposure in a subset 
of the apoptotic platelets. High, but not 
moderate, PS exposure in platelets was 
suppressed by chelation of intracellular 
Ca2+, whereas caspase inhibition 
completely abolished ABT-737-induced 
PS exposure in both Scott and control 
platelets. On the other hand, high PS 
exposure as induced by the high Ca2+-
mobilizing agonists convulxin/thrombin, 
fully relied on mitochondrial 
depolarization and was virtually absent 
in Scott platelets. Finally, PS exposure 
induced by collagen/thrombin was partly 
affected in Scott platelets, indicating that 
next to an anoctamin-6-dependent 
pathway, also another pathway to PS 
exposure exists. The residual PS 
exposure was insensitive to inhibition of 
caspases or mitochondrial depolarization. 
In sum, these results demonstrate that 
TMEM16F-dependent and –independent 
phospholipid scrambling can be induced 
in platelets upon apoptosis, aging, and 
activation. 
In chapter 7, the role of anoctamin-6 in 
platelet responses was further studied 




in this protein. In addition, mice were 
used lacking other candidate proteins of 
phospholipid scramblase, i.e. anoctamin-
1 and the Ca2+-dependent K+ channel 
Kca3.1 (Gardos channel). Anoctamin-6 
deficient mice showed normal collagen-
induced thrombus formation, but low 
residual PS exposure. Platelets from 
these mice did not display Ca2+-
dependent formation of ballooned 
structures, had reduced integrin β3-chain 
cleavage and a moderately affected 
apoptosis-dependent PS exposure. All 
these altered responses are observed in 
human Scott platelets as well. Markedly, 
deficiency in anoctamin-6 resulted in a 
reduced viability; and the surviving 
anoctamin-6-deficient mice had 
increased tail bleeding times. No platelet 
phenotype was observed in mice lacking 
the related ion-channel anoctamin-1, or 
mice lacking the Kca3.1 Gardos channels. 
In conclusion, mouse deficiency of Ano6 
but not of other channels, affects 
viability and phenocopies the complex 
activation changes in hemostatically 
impaired human Scott platelets. 
Considering that platelets from Scott 
patients have a complex phenotype − 
including lack of PS exposure, balloon 
formation and microparticle shedding −, 
we hypothesized in chapter 8 that 
changes in several protein levels and 
post-translational protein modifications 
contribute to this phenotype. To 
investigate this, we compared platelets 
from healthy control donors and a Scott 
patient by highly sensitive and advanced 
(phospho)proteomics analysis. 
Quantitative proteomics (2,225 unique 
proteins) indicated changed expression 
levels of about 200 proteins in the Scott 
platelets compared to control platelets. 
Alterations in expression were most 
frequently observed in proteins of the 
following function classes: membrane 
receptors & channels, mitochondrial 
proteins, metabolic and signaling & 
adapter proteins, such in accordance 
with the relatively high numbers of 
expressed proteins in these classes. In 
Scott platelets, anoctamin-6 could not be 
detected, whereas the channel protein 
aquaporin-1 was highly upregulated. 
Analysis of 1,566 unique 
phosphopeptides (corresponding to 716 
proteins) indicated major 
phosphorylation differences between 
Scott and control platelets after 
stimulation with convulxin/thrombin or 
ionomycin. In Scott platelets, a limited 
number of proteins were decreased in 
phosphorylation (e.g., proteins linked to 
the cytoskeleton or regulating PS 
exposure); a much higher number was 
increased in phosphorylation (e.g., 
cytoskeleton-linked, membrane and 
signaling proteins). Furthermore, we 
identified a total of 1,613 neo-N-termini 
− in majority formed by intracellular 
cleavage of proteins −, with substantial 
differences between Scott and control 
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platelets. In total, we identified 180 neo-
N-terminal peptides (corresponding to 
106 proteins) that are generated due to 
calpain activity. In comparison, we 
identified a distinct set of 23 neo-N-
termini (corresponding to 23 proteins) as 
caspase-regulated. In Scott platelets, 
most calpain-cleaved neo-N-termini 
were lower in level after 
convulxin/thrombin stimulation (in 
particular peptides from cytoskeleton-
linked and key signaling proteins), and 
higher in level after ionomycin 
stimulation (a variety of proteins). In 
summary, we postulate that advanced 
proteomic profiling provides novel 
insight into the altered protein 
composition and post-translational 
protein machinery explaining the major 
Ca2+- and cytoskeleton-dependent 
membrane alterations in Scott syndrome 
platelets. 
In chapter 9, the most important findings 
of this thesis are discussed in view of the 
current literature. It is argued that the 
mouse studies and the proteomic 
analyses employed have let to more 
insight into the complex mechanism 
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Bloedplaatjes spelen een belangrijke rol 
in het proces van trombusvorming. Ze 
hechten aan een beschadigd bloedvat, 
vormen een bloedplaatjesprop, en 
stimuleren vervolgens het 
stollingsproces. In een aangroeiende 
trombus kunnen bloedplaatjes in twee 
vormen aanwezig zijn, namelijk als 
aggregerende cellen en als 
stollingsactieve (procoagulante) 
bloedplaatjes. In hoofdstuk 1 van dit 
proefschrift is beschreven dat deze twee 
polpulaties van bloedplaatjes van elkaar 
onderscheiden kunnen worden door de 
stijging van hun intracellulaire vrije 
calciumconcentratie. Terwijl een 
kortstondige verhoging in vrij calcium 
voldoende is voor het activeren van 
integrine αIIbβ3 en de uitscheiding van 
actieve substanties – twee processen die 
betrokken zijn bij de plaatjesaggregatie –, 
is een continu verhoogd vrij calcium 
nodig voor het verschijnen van 
fosfatidylserine (PS) op het 
membraanoppervlakte, waardoor de 
stolling in gang gezet kan worden. Een 
blijvend verhoogd calcium zorgt voor de 
translocatie van PS van de binnenzijde 
naar de buitenzijde van het 
celmembraan. Hierna dient het 
geëxposeerde PS als bindingsplaats voor 
diverse stollingsfactoren, als gevolg 
waarvan via de stollingscascade 
trombine wordt gevormd. De 
signaleringspaden die in het bloedplaatje 
plaatsvinden voor deze procoagulante 
activiteit, worden in dit proefschrift 
besproken. 
In hoofdstuk 2 wordt 
achtergrondinformatie gegeven over de 
processen die betrokken zijn bij 
vasculaire occlusie en een arteriële 
trombose, dat wil zeggen het afsluiten 
van een slagader door een bloedstolsel. 
In dit hoofdstuk wordt beschreven hoe 
het klassieke idee van occlusieve 
arteriële trombusvorming, aangestuurd 
door het activeren van bloedplaatjes en 
het vormen van een fibrinenetwerk, 
moet worden uitgebreid en verfijnd. 
Enkele belangrijke processen die de 
stabiliteit van een trombus beïnvloeden 
zijn: 1) de initiële activatie van integrines 
op bloedplaatjes, een proces dat 
omkeerbaar is waardoor bloedplaatjes 
van de trombus kunnen loslaten; 2) de 
intracellulaire signalering die nodig is 
voor stabiel contact tussen de 
bloedplaatjes, waardoor de aggregaten 
stabiliseren; en 3) de vorming van 
trombine en fibrine in het omliggende 
bloedplasma via de zogenoemde 
intrinsieke en extrintieke 
stollingscascaden. Het resultaat is een 
trombus met een omringend 
fibrinenetwerk, waarvan echter nog 
steeds emboli kunnen loslaten die zowel 
bloedplaatjes als fibrine bevatten, de 
zogenaamde microclots. Een analyse van 
meer dan 40 gepubliceerde studies met 
genetisch gemodificeerde muizen laat 




als bloedplasma een belangrijke rol 
spelen bij het controleren van de 
stabiliteit van een trombus die gevormd 
wordt in de slagaders. 
De stollingsactieve (procoagulante) 
bloedplaatjes in een trombus gaan een 
interactie aan met (anti)stollingsfactoren 
en daarmee de bloedstolling 
beïnvloeden. In hoofdstuk 3 is een 
overzicht gegeven op welke 
verschillende manieren bloedplaatjes dit 
proces kunnen controleren. Terwijl 
bloedplaatjes met een verhoogd 
intracellulair calcium en geëxposeerd PS 
een sterk stimulerend effect hebben op 
de vorming van trombine en fibrine, zijn 
plaatjes met geactiveerd integrine αIIbβ3 
actief in samentrekken van de trombus. 
Slechts enkele fysiologische agonisten, in 
het bijzonder activatoren van de 
collageenreceptor glycoproteïne VI 
(GPVI), zijn in staat om PS-expositie op te 
wekken. Aan de andere kant zijn er 
diverse plaatjesagonisten, zoals von 
Willebrand factor, fibrinogeen, trombine, 
ADP, antilichamen en trombospondine, 
die het proces van GPVI-gemedieerde 
PS-expositie kunnen versterken. In de 
meeste gevallen zorgt de co-stimulatie 
van GPVI met een van de andere 
receptoren voor een langdurige 
verhoging van het intracellulaire calcium. 
Mechanismen die betrokken zijn bij dit 
calciumsignaal en die dus bijdragen aan 
het exposeren van PS zijn: calcium-
mobilisatie vanuit het endoplasmatisch 
reticulum via inositoltrifosfaat-
receptoren, extracellulaire 
calciuminstroom met behulp van de 
STIM1 en Orai1 eiwitten, en het vrijlaten 
van mitochondrieel calcium via de 
vorming van een permeabiliteits 
transitie-porie. 
Het inactiveren van integrines op het 
membraan van PS-exposerende 
bloedplaatjes kan leiden tot het loslaten 
van plaatjes van een trombus. Het doel 
van hoofdstuk 4 was om het 
mechanisme van integrine-inactivering te 
onthullen. Aangetoond wordt dat deze 
inactivering het gevolg is van een 
aanhoudend verhoogde intracellulaire 
calciumconcentratie en het intracellulair 
knippen van diverse 
sigenaleringseiwitten, zoals de integrine 
β3 keten, taline en Src-kinase. Remmen 
van calpaïnes (intracellaire 
calciumproteases) resulteeerde in een 
volledige onderdrukking van het knippen 
van bovenstaande eiwitten. Echter de 
inactivering van het integrine werd maar 
gedeeltelijk onderdrukt door dergelijke 
remmers. Verder bleek de inactivering 
van αIIbβ3 ongewijzigd in bloedplaatjes 
van muizen die deficient zijn in calpaïne-
1, op basis waarvan wij concludeerden 
dat vooral de calpaïne-2 isovorm 
(werkzaam bij hogere 
calciumconcentraties) betrokken is bij 
het knippen en inactiveren van het 
integrine. Een interessante bevinding 
was dat bloedplaatjes van een Scott 
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patiënt een verminderde inactivering van 
αIIbβ3 lieten zien, waarbij de 
overgebleven inactivering volledig 
afhankelijk was van calpaïne-activiteit. 
Verder bleken ook de bloedplaatjes van 
Ppif-deficiënte muizen met een 
mitochondrieel defect verminderd in 
agonist-geïnduceerde PS-expositie 
alsmede in αIIbβ3 inactivering. 
Behandeling van mensen bloedplaatjes 
met cyclosporine A (gericht op eenzelfde 
miotochondrieel proces) gaf 
vergelijkbare effecten. Samen wijzen 
deze resultaten op een tweedelig 
mechanisme van inactivering van 
integrine αIIbβ3, namelijk een calpaïne(-
2)-geïnduceerde knip van integrines en 
daarmee geassocieerde eiwitten, en de 
scrambling van membraanfosfolipiden 
met daarbij een rol van mitochondriële 
porievorming. 
De zogenoemde gecoate bloedplaatjes 
worden gevormd na activering met 
zowel collageen als trombine. Deze 
populatie van bloedplaatjes wordt in de 
literatuur op verschillende manieren 
gekarakteriseerd, zoals door een mantel 
van α-granulaire eiwitten, de 
aanwezigheid van procoagulante 
activiteit met geëxposeerd PS, of door 
hoge binding van fibrinogeen aan de 
bloedplaatjes. Onduidelijk is ook de 
functionele rol van gecoate bloedplaatjes. 
In hoofdstuk 5 hebben wij gebruik 
gemaakt van een nieuwe 
transglutaminase probe, Rhod-A14, om 
de populatie van gecoate bloedplaatjes 
eenduidig te identificeren. Tevens 
beschrijft dit hoofdstuk experimenten 
om de functies van gecoate 
bloedplaatjes beter in kaart te brengen. 
Stimulering van bloedplaatjes met 
convulxine/trombine resulteert in een 
initiële activering van integrine αIIbβ3, en 
het verschijnen van een populatie met 
een hoge fibrinogeenbinding – welke 
niet afhankelijk is van integrines, maar 
wel van trombine. Vervolgens exposeren 
deze bloedplaatjes PS en binden ze de 
stollingsfactoren Va en Xa. Opmerkelijk is 
dat de transglutaminase-actieve 
bloedplaatjes slechts een subpopulatie 
vormen van de PS-exposerende 
bloedplaatjes. Soortgelijke resultaten zijn 
verkregen in bloedplaatjes-rijk plasma 
dat gestimuleerd is met weefselfactor. 
Een andere opmerkelijke bevinding is dat 
de hoge fibrinogeenbinding en de Rhod-
A14 binding tegen kan worden gegaan, 
wanneer zowel de transglutaminase-
activiteit als integrine αIIbβ3 geblokkeerd 
worden. Tijdens de trombusvorming aan 
collageen bindt de Rhod-A14 probe eerst 
aan PS-exposerende bloedplaatjes via 
transglutaminase-activiteit en in een 
later stadium aan de fibrinedraden die 
rond de trombus worden gevormd. In 
afwezigheid van stollingsfactor XIII (een 
transglutaminase) en gelijktijdig 
blokkeren van integrine αIIbβ3 blijken er 
geen fibrinedraden meer te ontstaan 




Concluderend kunnen we stellen dat de 
transglutaminase-actieve gecoate 
bloedplaatjes, met initiële integrine αIIbβ3 
activering en hoge fibrinogeen-binding, 
een rol spelen in de fibrinevorming via 
factor XIII en αIIbβ3. 
Het Scott syndroom is een zeldzame 
bloedingsafwijking, welke geassocieerd is 
met een defect in de scrambling van de 
fosfolipiden en de expositie van PS. 
Patiënten met dit syndroom hebben 
mutaties in het gen anoctamine-6 (ANO6, 
voorheen aangeduid als TMEM16F). In 
hoofdstuk 6 is de apoptose- en agonist-
geïnduceerde PS-expositie bestudeerd in 
de bloedplaatjes van een Scott patiënt. 
Apoptose-geïnduceerde PS-expositie 
werd opgewekt met behulp van het 
medicijn ABT-737. In controle 
bloedplaatjes geeft ABT-737 twee 
verschillende fracties van PS-
exposerende bloedplaatjes, namelijk met 
matige en hoge PS-expositie. In de Scott 
plaatjes zien we dat de fractie met hoge 
PS-expositie sterk verminderd is. Deze en 
andere observaties geven aan dat 
hoewel anoctamine-6 geen kritische rol 
speelt bij apoptose-geïnduceerde PS-
expositie, het wel zorgt voor een 
toegenomen PS expositie in een subset 
van de bloedplaatjes. De fractie met 
hoge PS-expositie, maar niet die met 
matige PS-expositie, kan onderdrukt 
worden door wegvangen van het 
intracellulaire calcium. Remming van de 
caspase-activiteit leidt echter tot 
volledige onderdrukking van de PS-
expositie geïnduceerd door ABT-737 in 
de bloedplaatjes van patiënt en controles. 
De plaatjesagonisten convulxine en 
trombine veroorzaken hoge PS-expositie 
middels een proces, dat volledig 
afhankelijk is van mitochondriële 
depolarisatie. Deze PS-expositie is vrijwel 
afwezig in Scott bloedplaatjes. Anderzijds 
is de PS-expositie met collageen en 
trombine slechts gedeeltelijk afwezig in 
de Scott bloedplaatjes. Dit laatste geeft 
aan dat er naast de anoctamine-6 
afhankelijke route, ook nog een andere 
route kan zorgen voor agonist-
geïnduceerde PS-expositie. De residuele 
PS-expositie in bloedplaatjes van de 
Scott patiënt is niet gevoelig voor de 
remming van caspasen of mitochondriële 
depolarisatie. Samengevat geven deze 
resultaten aan dat zowel anoctamine-6-
afhankelijke als -onafhankelijke 
scrambling van fosfolipiden plaats vindt 
in bloedplaatjes die in apoptose gaan of 
middels hun collageen- en trombine-
receptoren geactiveerd worden. 
In hoofdstuk 7 is de rol van anoctamine-
6 bij de activering van bloedplaatjes 
verder onderzocht met behulp van 
genetisch gemodificeerde muizen, die dit 
eiwit niet tot expressie brengen. 
Daarnaast zijn muizen bestudeerd waarin 
andere kandidaateiwitten voor het 
fosfolipiden-scramblase ontbreken, 
namelijk anoctamine-1 of het calcium-
afhankelijke kaliumkanaal Kca3.1 













patiënt een verminderde inactivering van 
αIIbβ3 lieten zien, waarbij de 
overgebleven inactivering volledig 
afhankelijk was van calpaïne-activiteit. 
Verder bleken ook de bloedplaatjes van 
Ppif-deficiënte muizen met een 
mitochondrieel defect verminderd in 
agonist-geïnduceerde PS-expositie 
alsmede in αIIbβ3 inactivering. 
Behandeling van mensen bloedplaatjes 
met cyclosporine A (gericht op eenzelfde 
miotochondrieel proces) gaf 
vergelijkbare effecten. Samen wijzen 
deze resultaten op een tweedelig 
mechanisme van inactivering van 
integrine αIIbβ3, namelijk een calpaïne(-
2)-geïnduceerde knip van integrines en 
daarmee geassocieerde eiwitten, en de 
scrambling van membraanfosfolipiden 
met daarbij een rol van mitochondriële 
porievorming. 
De zogenoemde gecoate bloedplaatjes 
worden gevormd na activering met 
zowel collageen als trombine. Deze 
populatie van bloedplaatjes wordt in de 
literatuur op verschillende manieren 
gekarakteriseerd, zoals door een mantel 
van α-granulaire eiwitten, de 
aanwezigheid van procoagulante 
activiteit met geëxposeerd PS, of door 
hoge binding van fibrinogeen aan de 
bloedplaatjes. Onduidelijk is ook de 
functionele rol van gecoate bloedplaatjes. 
In hoofdstuk 5 hebben wij gebruik 
gemaakt van een nieuwe 
transglutaminase probe, Rhod-A14, om 
de populatie van gecoate bloedplaatjes 
eenduidig te identificeren. Tevens 
beschrijft dit hoofdstuk experimenten 
om de functies van gecoate 
bloedplaatjes beter in kaart te brengen. 
Stimulering van bloedplaatjes met 
convulxine/trombine resulteert in een 
initiële activering van integrine αIIbβ3, en 
het verschijnen van een populatie met 
een hoge fibrinogeenbinding – welke 
niet afhankelijk is van integrines, maar 
wel van trombine. Vervolgens exposeren 
deze bloedplaatjes PS en binden ze de 
stollingsfactoren Va en Xa. Opmerkelijk is 
dat de transglutaminase-actieve 
bloedplaatjes slechts een subpopulatie 
vormen van de PS-exposerende 
bloedplaatjes. Soortgelijke resultaten zijn 
verkregen in bloedplaatjes-rijk plasma 
dat gestimuleerd is met weefselfactor. 
Een andere opmerkelijke bevinding is dat 
de hoge fibrinogeenbinding en de Rhod-
A14 binding tegen kan worden gegaan, 
wanneer zowel de transglutaminase-
activiteit als integrine αIIbβ3 geblokkeerd 
worden. Tijdens de trombusvorming aan 
collageen bindt de Rhod-A14 probe eerst 
aan PS-exposerende bloedplaatjes via 
transglutaminase-activiteit en in een 
later stadium aan de fibrinedraden die 
rond de trombus worden gevormd. In 
afwezigheid van stollingsfactor XIII (een 
transglutaminase) en gelijktijdig 
blokkeren van integrine αIIbβ3 blijken er 
geen fibrinedraden meer te ontstaan 




Concluderend kunnen we stellen dat de 
transglutaminase-actieve gecoate 
bloedplaatjes, met initiële integrine αIIbβ3 
activering en hoge fibrinogeen-binding, 
een rol spelen in de fibrinevorming via 
factor XIII en αIIbβ3. 
Het Scott syndroom is een zeldzame 
bloedingsafwijking, welke geassocieerd is 
met een defect in de scrambling van de 
fosfolipiden en de expositie van PS. 
Patiënten met dit syndroom hebben 
mutaties in het gen anoctamine-6 (ANO6, 
voorheen aangeduid als TMEM16F). In 
hoofdstuk 6 is de apoptose- en agonist-
geïnduceerde PS-expositie bestudeerd in 
de bloedplaatjes van een Scott patiënt. 
Apoptose-geïnduceerde PS-expositie 
werd opgewekt met behulp van het 
medicijn ABT-737. In controle 
bloedplaatjes geeft ABT-737 twee 
verschillende fracties van PS-
exposerende bloedplaatjes, namelijk met 
matige en hoge PS-expositie. In de Scott 
plaatjes zien we dat de fractie met hoge 
PS-expositie sterk verminderd is. Deze en 
andere observaties geven aan dat 
hoewel anoctamine-6 geen kritische rol 
speelt bij apoptose-geïnduceerde PS-
expositie, het wel zorgt voor een 
toegenomen PS expositie in een subset 
van de bloedplaatjes. De fractie met 
hoge PS-expositie, maar niet die met 
matige PS-expositie, kan onderdrukt 
worden door wegvangen van het 
intracellulaire calcium. Remming van de 
caspase-activiteit leidt echter tot 
volledige onderdrukking van de PS-
expositie geïnduceerd door ABT-737 in 
de bloedplaatjes van patiënt en controles. 
De plaatjesagonisten convulxine en 
trombine veroorzaken hoge PS-expositie 
middels een proces, dat volledig 
afhankelijk is van mitochondriële 
depolarisatie. Deze PS-expositie is vrijwel 
afwezig in Scott bloedplaatjes. Anderzijds 
is de PS-expositie met collageen en 
trombine slechts gedeeltelijk afwezig in 
de Scott bloedplaatjes. Dit laatste geeft 
aan dat er naast de anoctamine-6 
afhankelijke route, ook nog een andere 
route kan zorgen voor agonist-
geïnduceerde PS-expositie. De residuele 
PS-expositie in bloedplaatjes van de 
Scott patiënt is niet gevoelig voor de 
remming van caspasen of mitochondriële 
depolarisatie. Samengevat geven deze 
resultaten aan dat zowel anoctamine-6-
afhankelijke als -onafhankelijke 
scrambling van fosfolipiden plaats vindt 
in bloedplaatjes die in apoptose gaan of 
middels hun collageen- en trombine-
receptoren geactiveerd worden. 
In hoofdstuk 7 is de rol van anoctamine-
6 bij de activering van bloedplaatjes 
verder onderzocht met behulp van 
genetisch gemodificeerde muizen, die dit 
eiwit niet tot expressie brengen. 
Daarnaast zijn muizen bestudeerd waarin 
andere kandidaateiwitten voor het 
fosfolipiden-scramblase ontbreken, 
namelijk anoctamine-1 of het calcium-
afhankelijke kaliumkanaal Kca3.1 














deficiënte muizen hadden een normale 
collageen-geïnduceerde trombusvorming 
(plaatjesaggregatie), maar een 
substantieel doch niet compleet defect 
in PS-expositie van de collageen-
gehechte bloedplaatjes. Verder toonden 
bloedplaatjes van deze muizen geen 
calcium-afhankelijke ballonvorming, en 
waren ze aanmerkelijk verlaagd in het 
knippen van integrine β3. Ook lieten deze 
plaatjes een gedeeltelijk verminderde 
apoptose-afhankelijke PS-expositie zien. 
Al deze afwijkingen blijken ook te 
bestaan in de bloedplaatjes van een 
Scott patiënt. Uitschakelen van het 
anoctamine-6 gen in muizen leidde tot 
een duidelijk verminderde 
levensvatbaarheid; de enkele 
overlevende anoctamine-6 deficiënte 
muizen hadden een verhoogde 
staartbloedingstijd. Anderzijds konden 
wij geen afwijkend fenotype noteren in 
de bloedplaatjes van muizen, die 
anoctamine-1 of het Gardos-kanaal 
missen. Concluderend kan gesteld 
worden dat een defect in antoctamine-6 
maar niet in de andere ionkanalen van 
invloed is op de levensvatbaarheid, en 
dat de bloedplaatjes van anoctamine-6 
deficiënte muizen dezelfde kenmerken 
en defecten vertonen als aanwezig in 
bloedplaatjes van de Scott patiënt. 
Gezien het complexe fenotype van de 
Scott bloedplaatjes – defecten in PS-
expositie, ballonvorming en 
micropartikel-vorming –, postuleren wij 
in hoofdstuk 8 dat er meerdere 
veranderingen moeten zijn in het 
eiwitpatroon van de bloedplaatjes van 
Scott patiënten. Om dit te onderzoeken 
hebben we de bloedplaatjes van gezonde 
controle-donoren vergeleken met die 
van een patiënt middels een zeer 
gevoelige en geavanceerde 
(fosfo)proteomics analyse. Kwantitatieve 
analyse van het proteoom van 2225 
unieke eiwitten gaf aan dat minder dan 
10% van de eiwitten veranderingen 
vertoonden in relatieve expressie. De 
veranderingen die er waren werden 
waargenomen in eiwitten van de 
volgende functieklassen: 
membraanreceptoren en kanalen, 
mitochondriële eiwitten, metabole 
eiwitten en signalering/adapter-eiwitten. 
Detailonderzoek toonde aan dat het 
eiwit anoctamine-6 niet te detecteren 
was in de Scott bloedplaatjes, terwijl het 
kanaaleiwit aquaporine-1 sterk verhoogd 
was ten opzichte van controle-
bloedplaatjes. Analyse van het 
fosfoproteoom resulteerde in 1566 
unieke fosfopeptiden (overeenkomend 
met 716 eiwitten). Er bleken duidelijke 
verschillen tussen bloedplaatjes van de 
patiënt en controle in de 
fosforyleringsstatus van diverse eiwitten, 
in het bijzonder na stimulatie met 
convulxine/trombine of ionomycine. In 
geactiveerde Scott bloedplaatjes 




een verminderde fosforylering 
(bijvoorbeeld eiwitten van het 
cytoskelet). Anderzijds gaf een veel 
groter aantal eiwitten een verhoogde 
fosforylering waneer vergeleken met 
controle-bloedplaatjes (eiwitten van het 
cytoskelet, celmembraan of signalering). 
In hetzelfde hoofdstuk identificeerden 
we in totaal 1613 neo-N-terminale 
peptiden – eiwitfragmenten gevormd 
door intracellulaire knip –, met ook 
daarin aanzienlijke verschillen tussen de 
Scott- en controle-bloedplaatjes. Van 
180 neo-N-terminale peptiden 
(overeenkomend met 106 eiwitten) 
konden we vaststellen dat die gevormd 
worden als gevolg van calpaïne-activiteit. 
Daarnaast konden we van 23 neo-N-
termini (23 eiwitten) bepalen, dat die 
geknipt worden door caspase-activiteit. 
In bloedplaatjes van de Scott patiënt 
maten we voornamelijk verlaging van de 
neo-N-termini geproduceerd door 
calpaïne na stimulatie met 
convulxine/trombine (in het bijzonder 
van cytoskelet- of signaleringseiwitten) 
terwijl we een verhoging vonden na 
ionomycine-stimulatie. Samenvattend 
concluderen we dat geavanceerde 
proteomics profilering nieuwe inzichten 
verschaft in de veranderde eiwit-
modificaties in Scott bloedplaatjes, die 
een verklaring kan geven van de calcium- 
en cytoskeleton-afhankelijke 
membraanveranderingen in deze 
bloedplaatjes. 
In hoofdstuk 9 worden de belangrijkste 
bevindingen van dit proefschrift 
besproken in het licht van de huidige 
literatuur. Beargumenteerd is hoe zowel 
de muizenstudies als de toegepaste 
proteomics technieken meer inzicht 
bieden in de complexiteit van de 
procoagulante bloedplaatjesrespons. 
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